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Porownanie pieciu miar zréznicowania
genetycznego polskich odmian pszenicy
ocenianych na podstawie danych z analiz

markerow mikrosatelitarnych

Comparison of five measures of genetic diversity of Polish wheats estimated on the
basis of microsatellite markers

Celem pracy bylo zbadanie zgodnosci wynikoéw oceny zréznicowania genetycznego polskich
odmian pszenicy za pomoca pigciu miar: Jaccarda, Kulczynskiego, Sokala i Michenera, Nei’a, Rogersa.
Materiat do badan stanowity 53 polskie odmiany pszenicy. Zrdznicowanie genetyczne odmian
oceniano na podstawie 164 markerow molekularnych typu SSR. Stwierdzono najwicksze wartosci
miary zroznicowania genetycznego Jaccarda. Stwierdzono istotne dodatnie skorelowanie miar
Jaccarda, Kulczynskiego, Sokala i Michenera oraz Nei’a. Miara Rogersa oceny zrdznicowania
genetycznego pozwala uzyska¢ wyniki odmienne od pozostatych porownywanych miar.

Stowa kluczowe: markery mikrosatelitarne, pszenica, zréznicowanie genetyczne

The aim of this study was to represent genetic distance among Polish wheat cultivars. The paper
presents five methods of estimation of genetic distance based on coefficients proposed by Jaccard,
Kulczynski, Sokal and Michener, Nei, Rogers. Material for the study involved 53 Polish wheat
cultivars. The genetic distance of cultivars was estimated on the basis of 164 microsatellite alleles. The
largest values of genetic diversity were obtained for the Jaccard’s distance. Significant positive
correlation coefficients were obtained for the Jaccard’s, Kulczynski’s, Sokal and Michener’s and Nei’s
distances. The results obtained for the Rogers’ distance were different from other compared distances.
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WSTEP

Poprawa cech uzytkowych roslin uprawnych, gtéwnie plonu oraz odpornosci na
patogeny, stanowi cel wielu prac hodowlano-genetycznych. Moze by¢ ona zrealizowana
m.in. poprzez zastosowanie odpowiednich krzyzowan form rodzicielskich. Nalezy
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jednakze dysponowaé¢ odpowiednim materiatem do tychze krzyzowan. Jednym z waznych
kryteriow doboru rodzicow do krzyzowania jest ich zroéznicowanie genetyczne
i fenotypowe. Najbardziej obiecujace potomstwo pochodzi czesto z krzyzowan rodzicow
zroznicowanych zaréwno genetycznie, jak ifenotypowo (Burkhamer iin., 1998;
Heckenberger i in., 2005; Madry i in., 2005). Najczesciej wybor materiatu do krzyzowan
odbywa si¢ na poziomie fenotypowym. Zdarza si¢ jednak, ze badane odmiany nie sg
istotnie zroznicowane pod wzgledem obserwowanych cech fenotypowych. Niekoniecznie
czyni to odmiany materiatem bezuzytecznym do dalszych krzyzowan, gdyz pomimo braku
zréznicowania fenotypowego, moga charakteryzowac si¢ znacznym zrdznicowaniem
genetycznym (Dillmann i in., 1997). Wykrycie zréznicowania genetycznego jest mozliwe
poprzez zastosowanie markerow, m.in. molekularnych. W ostatnich latach opublikowano
wiele prac z zakresu wykorzystania markerow molekularnych do oceny zréznicowania
genetycznego roslin uprawnych (Burkhamer i in., 1998; Kim i Ward, 2000; Huang i in.,
2002). Sposrod dostepnych systemow markerowych, najwigkszg popularno$¢ zdobyty
markery typu RAPD (ang. Randomly Amplified Polymorphic DNAs) (Kuczynska i in.,
2001; Myskow iin., 2001), atakze SSR (Simple Sequence Repeats), czyli markery
mikrosatelitarne (Plaschke i in., 1995; Pestsova i in., 2000; Huang i in., 2002; Roeder i in.,
2002). Zwtaszcza te ostatnie, z uwagi na duza zdolno$¢ do wykrywania polimorfizmu,
precyzj¢ oznaczen, czulo$¢ i prostote detekcji, stanowig przydatne narzedzie do badania
zroznicowania  genetycznego  materiatow  hodowlanych, atakze  powigzan
filogenetycznych pomiedzy nimi.

Celem pracy bylo pordwnanie pieciu miar statystycznych do oceny zréznicowania
genetycznego 53 odmian pszenicy na podstawie obserwacji 164 alleli, otrzymanych przy
uzyciu 23 markeréw molekularnych typu SSR.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity 53 odmiany i linie pszenicy, jare i ozime, znajdujace si¢
w Krajowym Rejestrze Odmian Ro$lin Uprawnych: SMH2168, Olimpia, Soraja, Sukces,
Opatka, Nutka, Koksa, Jasna, Ismena, Nawra, Eta, Tonacja, [zolda, Rywalka, Kamila, Kris,
Finezja, Clever, Bogatka, Smuga, Nadobna, Kobiera, Trend, Mewa, Piko, Rubens, Zyta,
Rapsodia, Turnia, Sakwa, Helia, Hezja, Zorza, Slade, Wanda, Liryka, Mobela, Almari,
Jubilatka, Torka, Wilga, Olma, Kaja, Ulka, Jawa, Elena, Gama, Banti, Polna, Mikula, Rysa,
Symfonia i Tortija. Odmiang referencyjna byta Chineese Spring, ktéra we wczesniejszych
pracach zostata dobrze scharakteryzowana przy pomocy tych samych markeréw SSR, co
uzyte w niniejszej pracy (Huang i in., 2002).

Z siedmiodniowych listkow izolowano genomowe DNA przy uzyciu metody z CTAB
(Stepieni in., 2003). Na kazda probe sktadalo si¢ pie¢ roslin. Ekstrakty byly doprowadzane
do stezenia 100 ng/ul iprzechowywane w -20°C. Do analiz uzyto 23 markery
mikrosatelitarne, opracowane i zmapowane przez zespot Dr. M. Roeder, IPK, Gatersleben,
Niemcy. Byly to: gwm3, gwm18, gwm46, gwm95, gwm155, gwm160, gwm186, gwm190,
gwml92, gwm261, gwm325, gwm337, gwm357, gwm389, gwm437, gwm458, gwm459,
gwm513, gwm577, gwm619, gwm631, gwm680, Taglgap. Jeden z pary starterow byt
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znakowany fluorescencyjnie. Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze MJ Research
PTC-200. Detekcje alleli mikrosatelitarnych przeprowadzano przy uzyciu sekwenatora
ptytowego ABI PRISM 377 (Applied Biosystems). Do oznaczania dtugosci fragmentow
uzyto oprogramowania GENESCAN 3.0, a allele mikrosatelitarne rejestrowano przy pomocy
programu GENOTYPER 2.0 (Applied Biosystems).

W celu oszacowania zrdéznicowania genetycznego badanych odmian pszenicy zastoso-
wano pi¢¢ nastgpujacych miar zréznicowania genetycznego.

Miara Jaccarda (Jaccard, 1908):
N, +Ng —=2N,p
Ny +Ng=Nyg
gdzie Dj,ap 0znacza zroznicowanie genetyczne wedtug Jaccarda miedzy obiektami A i B,
Na — liczbe alleli obiektu A, Ng — liczbe alleli obiektu B, Nag — liczbg alleli wspdlnych
u obiektow A i B.

Miara Kulczynskiego (Kulczynski, 1927):
_ Nug(N, +Np)

2N, Nj

gdzie Dk,as 0znacza miar¢ zréznicowania genetycznego wedlug Kulczynskiego migdzy
obiektem A i B.

Miara Sokala i Michenera (Sokal i Michener, 1958):

N-N,;—N
Dy ap = AB 0

N
gdzie Dsm,ap 0znacza miar¢ zrdéznicowania genetycznego wedhlug Sokala i Michenera
miedzy obiektami A i B, Noo — liczbe przypadkéw niewystepowania tych samych alleli
rownoczesnie u obiektow A i B.
Miara Nei’a (Nei, 1972):

DJ,AB =

DK,AB =

b

__2Nap
N, +N;’

gdzie Dn,aB 0znacza zroznicowanie genetyczne wedtug Nei’a pomigdzy obiektami A i B.
Miara Rogersa (Rogers, 1972):

DN,AB =1

_ |NA0 —Nog

DR,AB = T’

gdzie Dr,ap oznacza miar¢ zroznicowania genetycznego wedlug Rogersa migdzy
obiektami A i B, Nao — liczbg alleli obiektu A i rdGwnoczesnie nieobecnych u obiektu B,
Nog — liczbe alleli obiektu B i rownocze$nie nieobecnych u obiektu A.

Obliczono wszystkie miary zroznicowania genetycznego pomiedzy wszystkimi parami
badanych odmian i linii pszenicy. Dla kazdej z miar zréZznicowania genetycznego obli-
czono warto$¢ minimalng, warto$¢ $rednig, warto$¢ maksymalng oraz wspotczynnik
zmienno$ci. Okreslono wspdtczynniki korelacji pomigdzy miarami zréznicowania
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genetycznego. Istotno$¢ wspotczynnikdw korelacji testowano na poziomie istotnosci o =
0,001.

WYNIKI I DYSKUSJA

W wyniku przeprowadzonych badan z zastosowaniem 23 par starterow, amplifikuj-
jacych fragmenty mikrosatelitarne z pojedynczych loci, wykryto 164 allele. Wszystkie 23
markery pozwolity na identyfikacj¢ polimorfizmu pomigdzy badanymi odmianami
pszenicy. Liczba prezentowanych w poszczegdlnych loci alleli byta rdézna i zalezata od
markera, wahajac si¢ od 3 do 13. Srednia liczba alleli na marker wyniosta 7,23.

W tabeli 1 przedstawiono charakterystyki statystyczne badanych miar zréznicowania
genetycznego. Stwierdzono najwigksze wartosci miary zroznicowania genetycznego
Jaccarda, przy rownoczesnej najmniejszej jej zmiennosci (11,88%). Miary: Kulczynskiego
oraz Nei’a okazaly si¢ niemal identyczne pod wzgledem wartosci charakterystyk
pozycyjnych oraz wspoétczynnikow zmiennosci. Szczegolng uwage nalezy zwrdcié na fakt,
iz na podstawie trzech powyzszych miar najmniejsze zréznicowanie genetyczne uzyskano
dla odmian Zyta i Sukces, natomiast najbardziej zréznicowane byly Helia z Kobiera.
Podobienstwo odmian Zyta i Sukces thumaczy¢ moze fakt, iz wywodza si¢ one z tej same;j
kombinacji krzyzowkowej (Jubilatka x SMH2182). Wartosci miar Sokala i Michenera
mialy nieco wigksza zmienno$¢ niz miary Jaccarda, Kulczynskiego oraz Nei’a. Na
podstawie tych miar najmniej zréznicowanymi odmianami byly Zyta i Sukces. Jednakze
najwigksze zrdznicowanie stwierdzono dla Izoldy z SMH2182 oraz Piko z SMH2182.
Znaczne zroznicowanie Piko 1SMH2182 nie powinno dziwi¢ w konteksécie ich
pochodzenia; Piko to odmiana niemiecka, a SMH2182 — polski rod hodowlany. Odmiany
te pochodza z r6znych dwoéch puli genowych. Zdecydowanie rdzne od pozostatych wyniki
uzyskano przy zastosowaniu miary Rogersa. Objawia si¢ to poprzez zdecydowanie
najmniejsza warto$¢ srednig oraz najwickszg warto$¢ wspotczynnika zmiennosci (125,8%)
miar zr6znicowania genetycznego. Najmniej zréZznicowane genetycznie przy zastosowaniu
miary Rogersa okazalo si¢ 760 par odmian (zréznicowanie réwne 0). Najbardziej
zréznicowane genetycznie okazaty si¢ odmiany Ulka z Tonacja oraz Rysa z Tonacja.

Tabela 1
Charakterystyka statystyczna rozpatrywanych miar zréznicowania genetycznego odmian pszenicy
Statistical characteristic of genetic distances of wheat cultivars

Miara zréznicowania Warto$¢ minimalna Warto$¢ $rednia Warto$¢ maksymalna WSpf)lczyr,m.l k
gene'tycz'nego Min. value Mean value Max. value Zmiennoser
Genetic distance Coefficient of variability
Jaccarda 0,148 0,778 0,959 11,88
Kulczynskiego 0,08 0,646 0,922 18,15
Sokala i Michenera 0,024 0,204 0,384 21,83
Nei’a 0,08 0,646 0,922 18,14
Rogersa 0 0,004 0,024 125,80

W tabeli 2 przedstawiono warto$ci wspotczynnikow korelacji pomigdzy miarami
zroéznicowania genetycznego uzyskanymi prezentowanymi metodami. Miary Jaccarda,
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Kulczynskiego, Sokala i Michenera oraz Nei’a byly skorelowane istotnie i silnie dodatnio
(na poziomie o = 0,001). Miara Rogersa okazala si¢ miarg niezwigzang z zadng
z pozostatych.

Tabela 2
Wartosci wspolczynnikow korelacji pomiedzy miarami zréznicowania genetycznego odmian pszenicy
Correlation coefficients between genetic distances of wheat cultivars

Miara Zroéréf:tﬁagil:t ag;(r)l:tycznego Jaccarda Kulczynskiego | Sokala i Michenera Nei’a
Kulczynskiego 0,991*

Sokala i Michenera 0,835* 0,836*

Nei’a 0,991* 1,000* 0,842*

Rogersa -0,017 -0,025 0,153 -0,021

* Oznacza istotny wspotczynnik korelacji na poziomie istotnosci o = 0,001
* Denotes significant correlation coefficients at the level a = 0,001

Miary zaproponowane przez Jaccarda, Kulczynskiego oraz Nei’a oparte sg na
obserwacjach tak zwanych podwojnych obecnosci alleli, stad wyniki uzyskane przy ich
zastosowaniu sg podobne. Hierarchiczne grupowanie odmian metoda $rednich potaczen na
podstawie tych miar jest niemal identyczne (wyniki nie publikowane). Przy ocenie
zroéznicowania genetycznego z zastosowaniem miary Sokala i Michenera wykorzystujemy
dodatkowo liczebno$ci niewystepowania tych samych alleli réwnocze$nie u obu
porownywanych obiektow, co objawia si¢ zdecydowanie rdézng oceng zrdéznicowania
odmian niz przy uzyciu miar Dj, Dk 1 Dn. Odmienne zréznicowanie odmian otrzymano
takze przy zastosowaniu miary Rogersa.

Bardzo cenna zhodowlanego oraz poznawczego punktu widzenia bylaby ocena
zroéznicowania rozpatrywanych odmian i linii pszenicy na podstawie obserwacji markerow
innych typow, np. AFLP, CAPS, RFLP, STS. Badania takie pozwolityby odpowiedzie¢ na
pytanie, czy typ markerow wplywa na ocen¢ zrdéznicowania genetycznego obiektow
(Powell i in., 1996; Patzak, 2001).

WNIOSKI

1. Miary zaproponowane przez Jaccarda, Kulczynskiego oraz Nei’a pozwalajg uzyskaé
podobne wyniki oceny zréznicowania genetycznego odmian. Najmniej zroznicowane
na poziomie genetycznym wedtug tychze miar byty odmiany Zyta i Sukces.

2. Miara Rogersa do oceny zrdéznicowania genetycznego pozwala uzyska¢ wyniki
wyraznie odmienne od pozostatych poréwnywanych miar.

3. Zastosowana w pracy metoda wykorzystujagca detekcje alleli mikrosatelitarnych
okazata si¢ bardzo skuteczna, przy zastosowaniu 23 starterOw otrzymano 164
polimorficzne allele.
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